X1 SESION CIENTIFICA
Dia 29 pE ABRIL DE 2003

PRESIDIDA POR EL EXCMO. SR.
D. AMADOR SCHULLER PEREZ

LA ADHERENCIA BACTERIANA
EN LA PATOGENIA DE LAS ITU

BACTERIAL ADHERENCE IN PATHOGENESIS
OF URINARY TRACT INFECTIOUS

Por el Excmo. Sr. D. GoNzaLo PIEDROLA ANGULO

Académico de NUmero

VARIABILIDAD GENETICA DEL VIRUS
DE LA HEPATITIS C Y SU RELACION CON
LA CLINICA Y EL TRATAMIENTO

GENETIC VARIABILITY OF THE VIRUS
OF THE HEPATITIS C AND THEIR RELATIONSHIP
WITH THE CLINIC AND THE TREATMENT

Por la Excma. Sra. D.2 M.2 bEL CARMEN MAROTO VELA

Académico de NUmero






LA ADHERENCIA BACTERIANA
EN LA PATOGENIA DE LAS ITU

BACTERIAL ADHERENCE IN PATHOGENESIS
OF URINARY TRACT INFECTIOUS

Por el Excmo. Sr. D. GoNzaLO PIEDROLA ANGULO

Académico de NUmero

Resumen

La posibilidad de una colonizacion y posterior infeccion urinaria se debe
a un primer contacto entre una serie de estructuras de las bacterias, deno-
minadas adhesinas (fimbricas o no-fimbricas) y unos receptores o ligandos
de la superficie del epitelio urinario. Las fimbrias bacterianas de Escherichia
coli, de las que se han estudiado hasta siete tipos diferentes, son estructu-
ras proteicas codificadas por el ADN cromos6émico, siendo las mas impor-
tantes las del tipo 1, en relacién con la colonizacion de las vias bajas, y las
tipo P, con las cistitis y pielonefritis. Se estudian con detalle sus distintos
componentes proteicos y la muy compleja regulacion genética de su produc-
cion, hecho de gran interés en la patogenia de estas infecciones y en la
posibilidad de su prevencion. Los receptores de cada tipo de fimbria son tam-
bién gquimicamente diferentes, y su conocimiento explicaria datos clinicos
importantes.

Abstract

The possibility of a colonization and later urinary infection is due to a
first contact among a series of structures of the bacterium, denominated
adhesins (fimbrica or no-fimbrica) and some receivers or ligands of the
surface of the urinary epitelium. The bacterial fimbriae of Escherichia coli,
of those that have been studied up to seven different types, are protean
structures coded by the chromosomal DNA, being the most important those
of type 1, in connection with the colonization of the low roads, and the type
P, with the cystitis and pyelonephritis. They are studied with detail their
different protean components and the very complex genetic regulation of
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their production, made of great interest in the pathogeny of these infections
and in the possibility of their prevention. The receivers of each fimbriae type
are also chemically different, and their knowledge would explain important
clinical data.

Las infecciones urinarias son el resultado de la interaccion de la
virulencia de las bacterias y una serie de factores especificos e ines-
pecificos de las defensas del hospedador. Son bien conocidas las
rutas de la infeccidon ascendente, linfatica y hematdgena, y como la
via ascendente predomina en las infecciones de la comunidad y la
hematdgena es casi exclusiva de las intrahospitalarias, con la excep-
cion de las infecciones concurrentes con obstaculos en el arrastre
de la orina, como son la litiasis urinaria, el embarazo, los tumores
y las anomalias congénitas. La méas importante es la via ascenden-
te, lo que explicaria la mayor frecuencia de cuadros por razones
anatdmicas en las mujeres (la uretra es mas corta y se encuentra
maés cercana al area perineal), tras el coito, y sobre todo, después
del uso de sondas permanentes vesicales. Pero todos estos factores,
ascendentes o descendentes, lo Unico que favorecen es el contacto
continuado de las bacterias con el urotelio (segun los estudios ex-
perimentales de Gordon y Riley en 1992 seria necesaria la perma-
nencia de 50 minutos en la vejiga urinaria para producirse la ad-
herencia), y por ello desde hace unos afos el estudio de la patogenia
de las ITU esta orientado a ese contacto bacteria-célula epitelial, que
indicaria el comienzo de todo el proceso infeccioso, previo a la co-
lonizacion y posterior invasion en profundidad del epitelio.

Las infecciones urinarias comienzan generalmente por la coloni-
zacion de la uretra por cepas de Escherichia coli procedentes del
colon, previa o no a la también colonizacion, en las mujeres, de la
vagina por dichas cepas (producida por alteraciones de la microbiota
de los Lactobacillus o por accién de diversos espermicidas). En
ambos casos son las fimbrias tipo 1 las responsables de la coloni-
zacion. Las bacterias con mayor adherencia a células vaginales y
periuretrales se seleccionarian para colonizar las regiones adyacen-
tes al orificio uretral.

Aunque la ITU puede ser causada por muchos microorganismos,
Escherichia coli sigue siendo el agente mas importante. De todos los
serotipos de esta bacteria, s6lo unos pocos tienen la capacidad de
colonizar e invadir el tracto urinario (01, 02, 04, 06, 07, 075, 0150),
serotipos distintos a los causantes de los cuadros diarreicos de los
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seis grupos diferentes, aunque todos ellos provienen de la microbiota
fecal. De ahi que se hable de serotipos uropatégenos, para diferen-
ciarlos de otros comensales; algunos de ellos estan relacionados
expresamente con casos de pielonefritis.

Hoy conocemos algunos de los factores de virulencia de dichos
serotipos uropatogenos de E. coli, llamados adhesinas, que se unen
a receptores de las células humanas. La adherencia es la interac-
cion inicial de un microorganismo patdgeno con su hospedador,
paso previo para la invasion celular y la difusion de toxinas. Las
adhesinas son moléculas microbianas que median la fijacion del
microorganismo a un receptor de la célula del hospedador Una de-
terminada adhesina puede unirse a mas de un receptor, y un solo
receptor puede ser reconocido por diferentes adhesinas. Las adhe-
sinas son de dos tipos principales: las fimbrias y las adhesinas no-
fimbricas.

FIMBRIAS

Las fimbrias son unas organelas filamentosas que surgen de la
membrana externa de las bacterias y que poseen 2 a 8 nm de dia-
metro y hasta 15 nm de longitud, encontrandose colocadas alrede-
dor de toda la bacteria, en un ndimero de 100 a 1.000 por célula.
Se diferencian de los flagelos por su menor longitud y grosor (15-
20 nm) y por ser rectas (y no sinuosas), y de los pili sexuales de
gran importancia en los fendmenos de transferencia genética, por su
menor longitud. Estan constituidas por unidades proteicas coloca-
das helicoidalmente a lo largo de una estructura cilindrica; a dicha
proteina de 20 kilodaltons se le conoce como pilina. Estdn codifi-
cadas por el cromosoma o nucleo bacteriano, a diferencia de las
codificadas por plasmidos de E. coli enterotoxigénico. Las cepas de
E. coli uropatdégeno producen maultiples tipos de fimbrias de distin-
tos serotipos, que ayudan a la bacteria a impedir la accién de las
IgA de la mucosa epitelial. Por su morfologia y estructura al micros-
copio electrénico, sus funciones y aglutinaciéon de hematies se han
identificado varios tipos de fimbrias, agrupadas en dos grandes apar-
tados, segun que la adherencia a los receptores del urotelio sea in-
hibida o no por la manosa: MS (manosa sensibles) y MR (manosa
resistentes).

La mayoria de las cepas uropatogenas de E. coli se unen de for-
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ma muy especifica a receptores, que son carbohidratos residuales de
la estructura de glicoproteinas o glucolipidos. Si el residuo es la
manosa, la unién es mucho mas patente en las cepas que provie-
nen de cuadros de cistitis, que en los de pielonefritis. Las fimbrias
que se unen a estos receptores de manosa son del tipo 1 y la adhe-
rencia es inhibida en presencia de manosa (MS). Los epitopos de
manosa son glicoproteinas provenientes, de las células del urotelio,
asi como de la IgA secretoria y la proteina de Tamm-Horsfall del
moco urinario (PTH, segregada por las células del tramo ascenden-
te del asa de Henle, muy rica en residuos de manosa), que actda
como un slime o biofilm, al que se unen con gran avidez las fim-
brias tipo 1 de E. coli. La PTH se une fuertemente a las fimbrias 1
y S, lo que puede impedir la adhesion a los receptores celulares del
urotelio.

Las fimbrias tipo 1 (tabla 1) estan codificadas por un conjunto
o clouster de nueve genes, denominados pil o fim. El gen fim A
codifica la subunidad proteica base de la fimbria, que puede expre-
sarse independientemente del fim H que codifica la proteina H, que
es la que se adhiere a la célula hospedadora. Las fimbrias tipo 1 se
obtienen de la mayoria de los cuadros clinicos de UTI, pero no es-
pecialmente de los cuadros de pielonefritis. La proteina H de la fim-
bria también se une a receptores manosa de los PMN, lo que hace
que las bacterias fagocitadas sean rapidamente destruidas en el in-
terior de aquéllos. Incluso se ha comprobado que E. coli desprovis-
tos de fimbrias tipo 1 que alcanzan la pelvis renal sobreviven en el
interior de los PMN, ademas al abrigo de los antibidticos, y serian
responsables de las recaidas de la bacteriuria.

Las fimbrias tipo 1 serian, ademas, responsables de la adheren-
cia bacteriana a las sondas urinarias, de tanta importancia en las
infecciones de sujetos hospitalizados. También se ha comprobado
que el uso de clotrimoxazol (trimetropim-sulfa) en la prevencion de
las ITU reduce la sintesis, expresion y funcion adhesiva de las fim-
brias tipo 1, a dosis por debajo de las C.M.I.

Las fimbrias P de Escherichia coli (tabla 1) son las mejores es-
tudiadas y se encuentran frecuentemente en los aislados clinicos.
Alrededor del 95% de las cepas aisladas en nifios y del 50 al 90%
de los adultos con pielonefritis, expresan fimbrias P. Estas se unen
tanto al urotelio, como a los hematies humanos del grupo sangui-
neo P; de ahi su nombre. Las fimbrias P poseen una subunidad
proteica polimerizada llamada Pap A, la fibrilina, proteina estruc-
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TaBLA 1

Principales fimbrias de las cepas uropatdgenas de Escherichia coli.

Adhesina Gen Receptor

Fimbrias tipo 1 (MS) pil, fim D-manosa de células. epiteliales
y glicoproteinas PHT, IgAs, y
de PMN

Fimbrias P (MR) *clase I: pap G, Gal (al- 4) Gal (grupo sangui-
neo P)

*clase Il: pap GAP
**clase IlI: prs

Fimbrias S (MR)* sfa Sialico (a2—3)-galactésido
Fimbrias tipo F ¢ (MR)? fac Galactosil-ceramida
Fimbrias G (MR) Terminal N-acetil-glucosamina
Fimbrias M (MR) Galactosa-N-acetil-glucosamina
Familia DR* dra (gen E) Antigeno del grupo sanguineo Dr
(fimbrias o no) afa E1-5

afa F

* Fimbrias asociadas con pielonefritis ** Fimbrias asociadas con cistitis

tural de las fimbrias, y una proteina Pap G que es la adhesina, que
se encuentra en el extremo terminal de la fimbria y es esencial en
la patogenia de la pielonefritis. (Pap viene de Pili asociados con
pielonefritis). Las mujeres con infecciones recurrentes tienen una
probabilidad dos a tres veces mayor de ser no productoras de la
sustancia del grupo sanguineo P.

Las fimbrias P estdn constituidas por nueve proteinas distintas,
que de la membrana externa del E. coli al exterior son: la H de
anclaje a dicha membrana, la proteina polimerizada principal A, la
K, la E, la FylaG final. KE,F y G codifican las proteinas fibrila-
res, siendo K la que une la proteina E del asta de la varilla a la
principal A. F adapta la union de la E a la G, que es la verdadera
adhesina. Ademas existen las proteinas D y J que son chaperoninas,
y la proteina C, acomodador o conserje, que luego citaremos.

Los receptores de las fimbrias P son glicolipidos (ceramida) ri-
cos en globobiosa, un disacarido a-D-galactopiranosil-(1,4)-b-D-ga-
lactopiranésa (Gal-Gal). Estos glicolipidos y glicoproteinas recepto-
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res estan ampliamente distribuidos en todo el aparato urinario del
99% de la poblacion, y en particular en el riAdn. Parece ser que
estas estructuras estan cargadas negativamente (igual que la super-
ficie de la bacteria), mientras que la proteina G terminal de la fim-
bria lo estd positivamente, lo que llevaria a la unién electrostatica.
Pero este mecanismo no explicaria por si solo la unién, pues exis-
ten adhesinas no fimbricas que unen estructuras superficiales de la
bacteria y la célula epitelial.

La biosintesis, ensamblaje y regulacién de las fimbrias P, que
ocurren principalmente a 37°C, estan codificadas por el operén pap,
un cluster de genes que se encuentra en el cromosoma bacteriano.
Es un proceso complejo, donde intervienen junto a las proteinas
estructurales de la fimbria, numerosas proteinas auxiliares. Este
operdn pap se encuentra en el 5-10% de las cepas de Escherichia coli
de origen fecal y en el 90% de las aisladas de pielonefritis de los
niflos. En una primera etapa de la sintesis, se forman por una par-
te la proteina principal A, con la intervencion de chaperoninas
configuradoras de la estructura tridimensional (J-O), y por otra los
componentes mas distales (G, F y E), transportados y ensamblados
por chaperoninas D y O-J. Todas estas proteinas son llevadas a la
membrana externa, donde una proteina C, usher, «xandamio» o aco-
modador molecular ayuda a traslocar las subunidades de las fim-
brias a través de la membrana; la proteina C también actua como
de ensamblaje de toda la estructura fibrilar, primero de las protei-
nas mas lejanas y responsables de la adherencia, y después de la
proteina principal A.. La proteina periplasmica H sefiala la termi-
nacion o final del proceso de polimerizacion y extrusiéon de la fim-
bria y ancla la misma a la pared celular.

La regulacidén genética de este proceso es muy compleja. En el
cromosoma de E. coli los once genes del operdn pap se encuentran
dispuestos de la siguiente manera:

E5-A+-corEEED

papl y papB son genes reguladores; A codifica la proteina prin-
cipal que se polimeriza para formar el baston de la fimbria, H la
de anclaje y terminacion, C el «andamio», D y J son chaperoninas.
K,E,F y G codifican las proteinas fibrilares, siendo K la que une la
proteina E del asta de la varilla a la principal A. F adapta la unién
de la E a la G, que es la verdadera adhesina.
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Como en todos los procesos de este tipo, en el operdon existen
genes reguladores, promotores, operadores y estructurales, que trans-
criben a un ARNm monocatenario policistrénico la informacion de
la produccién de las proteinas. Papl y papB codifican positivamen-
te proteinas reguladoras necesarias para la expresion de los genes
estructurales. Los genes estructurales son transcritos por un solo
promotor, P_,, que pone en marcha los genes papA y papB. El gen
P, es el promotor del gen papl, y actia en sentido inverso.

La regulacion de los genes pap es muy compleja, y utiliza un
mecanismo de variacion de fase, tipo «off/on». La expresion de los
genes es variable segun la temperatura, la concentracion de gluco-
sa y ciertos aminoacidos en el medio. EI modelo de actuacion se-
ria el siguiente:

El gen promotor contiene dos sitios para la metilacion del DNA
(Dam) en los residuos de la secuencia GATC, que existe en los si-
tios 1028 y 1130. Esa metilacién es la que configura el on o el off,
Pero la actuacién de la metilasa Dam necesita de un regulador muy
comun en los genes de E. coli, que es la proteina de respuesta a la
leucina o LRP. La metilacion en el sitio P_, es necesaria para que
se una a la forma activa de LRP. El complejo LRP-Papl debe estar
no metilado para configurar la forma «on». Si LRP y LRP-Papl es-
tan unidos en los sitios apropiados y CBP (cAMP-binding protein)
se une a ellos junto a PapB, se forma el complejo activo («on») y
los genes de los pili pueden ser transcritos desde P,. La transcrip-
cion del otro promotor P, controla los niveles de Papl. LRP y CRP
explicarian como el operén se regula por los niveles de aminoaci-
dos y glucosa, respectivamente. La regulacion por la temperatura se
hace por una proteina tipo histona (H-NS)

Las fimbrias P poseen unas considerables variaciones antigénicas,
que las pueden dividir en mdaltiples subgrupos. Asi la adhesina termi-
nal Pap G posee tres variantes moleculares, codificadas por alelos del
pap G de importancia clinica, ya que Johnson demostré en 1998 que
el alelo 1l predomina en los casos de pielonefritis y bacteriemia, mien-
tras que el Il aparece en nifios y mujeres con cistitis.

Los genes de la sintesis y ensamblaje de las fimbrias P manosa-
resistentes se encuentran en un cluster muy cercano a los de la sin-
tesis y excrecion de la hemolisina HIyA, el factor 1-necrotizante y
la aerobactina (un sideréforo), importantes factores de virulencia de
las cepas de E. coli pielonefritdgenas. A las regiones que contienen
estos clusters de genes, se les ha denominado bloques de genes de
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virulencia, y son prototipo de los actualmente Illamados islotes de
patogenicidad asociada (PAIl), que estan ausentes en Escherichia
coli fecales no uropatdgenos. Estan flaqueados por segmentos repe-
titivos de DNA y pueden ser transferidos en bloque a otras bacte-
rias, mediante elementos genéticos moviles, como los transposones.
Se esta desarrollando una sonda genética conjunta que reconozca
estas cepas, lo que para el clinico constituiria una herramienta muy
atil en la adopcion de una actitud terapéutica y en el establecimiento
de pautas preventivas. Asi, el aislamiento de cepas de Escherichia coli
portadoras de PAI en mujeres adultas o ancianos con bacteriuria
asintomatica podria sentar una base razonable para que estos casos
fuesen tratados con antibidticos.

Como las fimbrias se rompen y se pierden facilmente, hay un
continuo proceso de produccion de nuevas fimbrias. Las fimbrias
proteicas producen en el hospedador anticuerpos especificos, que se
unen a ellas y las neutralizan. Pero se ha demostrado en Neisseria
gonorrhoeae y en E. coli uropatdgenos, que los genes de las protei-
nas estructurales de las fimbrias se encuentran en continua muta-
cion, lo que produce variaciones antigénicas, por lo que es casi
imposible hallar una respuesta humoral que prevenga la coloniza-
cion a nivel de los respectivos epitelios, uretral y urinario.

En diferentes estudios experimentales con distintos modelos ani-
males, se ha comprobado que el uso de vacunas con antigenos P,
producen anticuerpos que previenen la inoculacién posterior con
cepas de E. coli poseedoras de fimbrias. Estos estudios comenzaron
con el uso de vacunas de fimbrias de E. coli productoras de diarreas
en los cerdos. Posteriormente se han realizado multiples experimen-
tos con fimbrias P purificadas de uropatogenos, clase Il de PapG,
tanto en ratones como en primates, con buenos resultados en las
pruebas posteriores de inoculacion con distintas cepas, consiguién-
dose la proteccion contra la pielonefritis: proteccion que es mas
eficaz mientras més alto es el titulo de anticuerpos antifimbrias P.
La aplicaciéon de la tecnologia del ADN recombinante para expresar
epitopos protectores especificos, puede aumentar la eficacia de es-
tas vacunas de fimbrias. El uso en humanos de estas vacunas y su
efectividad estd en desarrollo y por dilucidar.

Ademas de las fimbrias tipo 1 y tipo P, existen otras (tabla 1),
como la S (7% de las cepas uropatogenas), F.c, G y M (todas ellas
manosa resistentes) y que han sido identificadas en cepas uropato6-
genas de Escherichia coli.
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Las fimbrias S son manosa resistentes y se denominan asi por-
que se unen a un receptor sialogalactosido de los hematies huma-
nos. Es el acido neuraminil-a-(2-3)-galactosa-b-(1-3)-N-acetilglucosa-
mina. Este receptor también se une a las cepas productoras de
meningitis y septicemias. La familia de hemaglutinina Dr incluye
adhesinas fimbricas y no-fimbricas. Cuatro genes han sido descri-
tos como productores de las proteinas, que se adhieren al antigeno
del grupo sanguineo Dr, ampliamente distribuido a lo largo del
epitelio del tracto urinario. Las cepas con estas fimbrias, a pesar de
que tienen un bajo potencial invasivo, se han aislado de infecciones
renales persistentes y podrian jugar un papel importante en pielo-
nefritis crénica y nefritis intersticial.

Ademés de en Escherichia coli, en otros uropatdégenos gramne-
gativos se han descrito fimbrias responsables de la adherencia al
epitelio urinario. Por ejemplo, en Proteus mirabilis, Klebsiella spp. y
otras enterobacterias.

ADHESINAS NO-FIMBRICAS

Se trata de proteinas bacterianas superficiales no fibrilares
que se unen fuertemente a estructuras proteicas o hidrocarbonadas
de la superficie de la célula del hospedador. Su conocimiento es
escaso y un ejemplo de ellas son las adhesinas proteicas no fimbri-
cas AFA-I, AFA-IIl y Dr de E. coli que reconocen un receptor co-
mun (el antigeno del grupo sanguineo Dr), las adhesinas proteicas
de Pseudomonas aeruginosa o la proteina Ipa (antigeno del plasmi-
do de invasion) de E. coli. Asi pues, hay una marcada diferencia
entre los receptores de las adhesinas tipo fimbria que son glicolipi-
dos o glicoproteinas, y los de las adhesinas no-fimbricas, que son
proteicos o hidrocarbonados.

Los estudios de fimbrias y adherencia se han realizado siempre
en bacterias gramnegativas. En las grampositivas aparecen adhesi-
nas fimbricas (como la proteina M del Streptococcus pyogenes) y
adhesinas no fibrilares, como la proteina F de la misma bacteria,
que se une a la fibronectina de las superficies epiteliales. Asi, se
explicaria el papel de Staphylococcus aureus (que predomina en cis-
titis y pielonefritis ascendente) y Staphylococcus saprophyticus (que
predomina en cistitis). Ademas, las fimbrias y los factores SSP-1 y
SSP-2 de Staphylococcus epidermidis y la proteina AItE de S. aureus,
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jugarian un papel muy importante en la adherencia de esta bacte-
ria a las sondas urinarias y otros materiales plasticos.

La importancia de la adherencia bacteriana de las infecciones
urinarias, como factor de virulencia, estaria incompleta si no se
considera el papel importante de otros factores:

— Del microorganismo, como los flagelos (movilidad ascendente
de Proteus spp.), la ureasa (también en el grupo Proteus o en Kleb-
siella), el antigeno polisacarido capsular K que inhibe la fagocitosis
(E. coli, Klebsiella), las hemolisinas (HIyA de Escherichia coli y P.
aeruginosa, que facilitan la invasion tisular, lesionan el epitelio tu-
bular renal), los sider6foros o sustractores de hierro, como la aero-
bactina, ya que las bacterias necesitan hierro para su crecimiento
(Escherichia coli, P. aeruginosa), la resistencia a la actividad bacte-
ricida del suero, el factor citotéxico necrosante tipo 1, y las endo-
toxinas o LPS de la pared de las bacterias gramnegativas, tan im-
portantes en la respuesta inflamatoria y en la disminucion de la
movilidad ureteral.

— Del hospedador, como el pH y la osmolaridad de la orina,
la importantisima accién de arrastre, los inhibidores de la adheren-
cia (PTH, mucopolisacarido de la vejiga, oligosacaridos de bajo peso
molecular, IgAs, lactoferrina), la fagocitosis y ciertas linfocinas, ela-
boradas precisamente por los fendmenos de la adherencia bacteria-
na, y los LPS de la pared microbiana.
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INTERVENCIONES
Prof. Pérez Pérez

En primer lugar deseo felicitar al Prof. Piédrola Angulo por la
magnifica exposicion que acabamos de escuchar. Me ha impresio-
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nado el papel de las adhesinas en la fisiopatogenia de procesos in-
fecciosos y, en consecuencia, desearia preguntarle que desde mi
punto de vista de especialista en reproduccién animal, estamos con-
siderando el papel de las referidas sustancias (de naturaleza protei-
ca) en el mecanismo intimo de la penetracion del espermatozoide
en el ovocito.

Ya el Prof. Botella, al tratar en esta Academia lo que llamoé ven-
tanas de implantacion, subrayd la importancia de las integrinas o
adhesinas en este proceso. Quisiera conocer la opinion del Prof.
Piédrola respecto a la hipdtesis que por ahora mantenemos referente
a que las adhesinas elaboradas por la membrana pellcida, sirven
para fijar a la cabeza del espermatozoide a la referida membrana y
condicionan la perforacidon de la misma para su penetracion; de otra
parte, las referidas adhesinas fijarian a la cola del espermatozoide
evitando su total penetracidon en el ovocito. Este fendmeno es de
singular importancia como avance para mejor conocimiento de la
conjugacién gamética.

Mi mas cordial enhorabuena y sincera felicitacion.

Prof. Dominguez Carmona

Nuevamente el Prof. Piédrola nos presenta un importante proble-
ma microbioldgico con gran repercusion en la clinica y en la epide-
miologia. Yo queria preguntarle algunas cosas: la primera es la espe-
cificidad de los receptores de los factores de adhesion, pues pienso
que la que establecen las E. coli uropatdgenas sobre las sondas seran
polimeros de a lo sumo dos mondmeros sencillos. Otra pregunta re-
lacionada con ésta es la especificidad de los receptores de la N. me-
ningitidis, pues un acariciado proyecto es provocar en convivientes y
en personas en riesgo de infectarse con este germen con otras neis-
serias no patdgenas o incluso con la N meningitidis desprovista de
factores de adherencia. Hace muchos afios estudié el caso de una
sefiora que con su hijo estuvo en Portugal en donde el nifio desarro-
116 una meningitis menigococica; al regresar a Santiago de Compos-
tela fue sometida, en contra de mi criterio a quimioprofilaxis y, como
era de esperar, la sefiora no tuvo en los siguientes dias meningitis,
pero si la tuvo hacia los diez dias después; esto me llevé a comparar
en los escolares de los colegios en los que habian aparecido casos de
meningitis en los escolares contagiados. El resultado fue que la qui-
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mioprofilaxis evitaba la enfermedad durante los escasos dias en la que
se suministrg, pero que su empleo determind, o al menos se asocio,
con un espectacular aumento en los siguientes dias de la enfermedad.
Desde entonces pienso en la nueva via de prevenir y de tratar infec-
ciones de mucosas mediante el bloqueo de los receptores de microor-
ganismos. Reitero mi felicitacion.

Prof. Rey Calero

La espléndida conferencia del Prof. Piédrola merece la més célida
felicitacidn. Las infecciones del tracto urinario ITU han sido las mas
frecuentes. En el Epine del pasado afio en que se estudian las infec-
ciones nosocomiales, son superadas por las infecciones respiratorias.
Pero como la actuacién se basa en identificar la poblacién a riesgo,
diagnosticar el agente etioldgico y prescripcion reiterada de antibioti-
CO0S, suponen una cuantia a precisar en los estudios de coste-beneficio.

Como nos ha indicado muy bien, hay que estudiar los factores
predisponentes, como pueden ser en la mujer la cortedad de la ure-
tra, en el nifio la facilidad de infeccion con la flora circundante
(variable segun edades: en < 2 afios, 8 % en nifas, 2 % en nifos; en
< 6 afios, el 6% y 2% respectivamente; < 11 afos, el 2% y 1 %),
las sondas permanentes, las anomalias anatomicas, la diabetes, los
traumatismos, etc. El reflujo es siempre un factor agravante.

Pudiéramos destacar tres aspectos fundamentales. En primer
lugar, los mediadores de la inflamacién en relacién con el en-
dotelio, en cuatro familias: las enzimas plasmaticas (cascada de las
kininas, sistemas de coagulacién y fibrinolitico, plasminas), las ci-
tokinas (Il 1,6,8, TNFa), quimioquinas (MIP la,b proteinas inflama-
torias de macroéfagos), lipidos inflamatorios (acido araquidoénico, li-
sOPAF de las plaquetas), etc.

En un segundo apartado las moléculas de adhesion, que son
proteinas localizadas en las membranas celulares, dependiendo de sus
estructuras, se organizan en diversas familias: selectinas, similares a
la mucina, globulinas, integrinas, etc., como tan precisa y cientifica-
mente nos ha descrito. Las adhesinas, en su mayoria como lectinas,
son sialoconjugados. Estos sialoconjugados con capacidad hemaglu-
tinante, que fueron descritas como manosa especificas o hemagluti-
ninas, se definen como FIMH en los E. coli tipo I, y las que se ligan
al 4cido sialico SHAs, pueden estar, ademas del E. coli uropatogéni-
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co y enterotosigénico, en pseudomonas, bordetellas, H. pylori y tan-
tos otros. Es muy importante como las células bacterianas aprenden
a reconocer en las células eucariotas a los receptores, con capacidad
de activar el 2.° mensajero. El papel de los receptores juega, pues, un
papel determinante en el anclaje de los microorganismos. También los
virus tienen tal capacidad de adhesién y de hemaglutinacion. Los
coronavirus ahora con un especial protagonismo reconocen como
receptores el antigeno carcinoembrionario, las aminopeptidasas y
también residuos de &cido siélico, casi un receptor universal.

Las integrinas alfa y beta han caracterizado las ICAM 1,2,3,
VCAM, MadCAM, FeCAM, etc. Hay que destacar que se ha preten-
dido hacer vacunas con pili, ya que si la bacteria carece de ellos,
como ocurre en el gonococo, no puede fijarse al epitelio y ejercer
su patogenicidad. También se ha pretendido con el CAM 99 para
ciertos E. coli en patologia veterinaria, pero como nos ha explicado
muy bien, dada su variabilidad carecen de efectividad.

Un tercer aspecto a comentar: los factores de virulencia, como
las cepas uropatogenas del E. coli, en que la alfa hemolisina (Hly),
los factores necrosantes citotéxicos tipo 1 (CNP 1), las hemagluti-
ninas S o R a la manosa, actian o no en presencia de una solu-
cion de manosa, como la MRHA Ill1, IV a,b, expresadas en cepas P
fimbricadas o P relacionadas. Los diferentes serogrupos del E. coli
mas frecuentes en estos procesos suelen ser los serogrupos 2,4,6, etc.
Otros factores de patogenicidad son las LPS endotoxinas, la capsu-
la k, los antigenos de la pared, que nos ha mostrado de un modo
excelente y clarificador.

Ha expuesto con capacidad cientifica tan interesante tema, con
los considerables aspectos de los islotes asociados de patogenicidad,
con el comportamiento de estos microorganismos, pleno de consi-
deraciones para la practica médica, pues nos explica muchas de las
recidivas de estos procesos y como hay que actuar frente a las ITU.

Prof. Espinds Pérez

Después de oir esta excelente y documentada exposicién, como
otras del Prof. G. Piédrola, no puedo dejar de pensar en las «mara-
villas de lo creado», asi como en la «ordenada complejidad de los
seres vivos», lo que pone en duda la idea del caos. Es preciso feli-
citarle.



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 423

Me ha interesado mucho el concepto de «colonizacién» y de «in-
feccién» y, en este caso, el papel tan importante de las «fimbrias»
y de los genes que las codifican.

Queria preguntarle que, en la clinica de las infecciones del trac-
to urinario, nosotros damos mucha importancia al nimero de co-
lonias, mas de 100.000 por ml, tiene valor diagnéstico, en especial
si va asociado a la presencia de piocitos (leucocitos adheridos en-
tre si).

¢;Debemos darle ahora valor al marcador genético de la Escheri-
quia coli? Somos conscientes de que hay bacterias asintomaticas, sin
piuria, sin manifestaciones clinicas, que desaparecen espontaneamen-
te. Aln asi somos conscientes de la importancia del nimero de
colonias, al igual que ocurre con la carga de meningococos en la
rinofaringe o neumococos antes de aparecer el brote de meningitis
o de neumonia. ;Qué nos comenta de todo esto?

¢{Qué papel juega la aerobactina, los sideroforos y el hierro en
la patologia por Escheriquia? ¢Hay lactoferrina en el tracto urina-
rio, como la hay en la mucosa bronquial en donde actda como atra-
pador o aquelante de hierro?

Me ha parecido muy interesante que haya mencionado al trime-
tropin-cotrimoxazol como agente eficaz, ya que ahora nadie lo se-
fiala en la lucha antibacteriana.

CONTESTACION
Al Prof. Pérez Pérez

Yo de reproduccion animal no debo hablar porgue no es mi
especialidad, pero haciendo una comparacion entre el proceso de
adherencia bacteriaana a una célula epitelial y el mecanismo de
penetracién del espermatozoide en el ovocito existe una similitud:
la inyeccion de ADN de una célular en la otra. En ambos casos
existen unas adhesinas y unos receptores (en el urotelio en el pri-
mer caso, y en la membrana pellcida en el segundo) que son fun-
damentales e imprescindibles para receptores es fundamental. Pero
creo que deben existir diferencias entre ambos mecanismos, ya que
en la adherencia bacteriana al urotelio se trata de la unién entre una
célula procariota y una eucariota, mientras que en la fecundacion
son dos célular eucariotas, las de ambos gametos.



424 ANALES DE LA REAL
Al Prof. Dominguez Carmona

Como en el discurso he citado, una determinada adhesina pue-
de unirse a mas de un receptor, y un receptor puede ser reconoci-
do por diversas adhesinas. Esta situacion le es muy favorable a la
bacteria en el epitelio urinario. Situacién muy distinta es la del
epitelio faringeo, donde a diferencia del urotelio, que en principio
es estéril, aqui hay una variada y cuantiosa microbiota normal. La
quimioprofilaxis que realizamos para la prevencion de la coloniza-
cion por Neisseria meningitidis, puede destruir otras bacterias comen-
sales y saprofitas de la cavidad oral, y favorecer la apertura de re-
ceptores, colonizacion y posterior infeccion por el meningococo. De
ahi los defensores o detractores de la quimioprofilaxis en las epide-
mias de meningitis epidémica por dicha bacteria. El bloquear recep-
tores especificos de una determinada bacteria es un ideal, pero
muchos de ellos son compartidos por otras especies bacterianas.

Al Prof. Rey Calero

Efectivamente, las infecciones urinarias nosocomiales siguen sien-
do de una alta frecuencia, s6lo superada por las respiratorias. La
utilizacién de las sondas urinarias (como la de los catéteres) favo-
rece la formacion de un biofilm, con lo que la posibilidad de la
adherencia de la bacteria al epitelio es mucho mayor. En el epite-
lio urinario hay minimas infecciones viricas, pues aunque existen
receptores, el pH acido y la accion de arrastre de la orina evitan la
adherencia de estos microorganismos. Con respecto a las vacunas
propuestas con pili, que evitarian la adherencia, como las de Neis-
seria gonorrhoeae, su efectividad hasta ahora no ha sido demostra-
da, pese a haber sido utilizadas en Madras (India) por algunos au-
tores, en la prevencion de la infeccion gonocdcica.

Al Prof. Espinds Pérez

Es un criterio reconocido por todos los autores el considerar que
existe infeccidén urinaria, cuando hay un crecimiento de mas de
100.000 colonias por mililitro de orina emitida. Pese a ello, también
se deben de tener en cuenta otros criterios a valorar, como si son
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de una Unica bacteria o de varias especies distintas, o el de si la
bacteriuria asintomatica, podemos predecir con exactitud que termi-
nara en infeccion urinaria clinica, si en las bacterias se encuentran
dichos genes.

El hierro juega un papel importante en la vitalidad de las bac-
terias, y por eso poseen los sideréforos que extraen del medio en
que se encuentran. Esto ha sido demostrado también en el tracto
urinario, y en los islotes de patogeneidad antes citados, junto a los
genes que condifican los pili, se hallan los de la hemolisina, el fac-
tor necrotizante y la aerobactina, sider6foro fundamental para pro-
porcionar el hierro necesario a la bacteria.

Quiero, por ultimo, agradecer a todos los que han intervenido el
interéws que han demostrado, y sus palabras de elogio, claramente
inmerecidas, pues el estudio continuo de los temas de nuewstra
especialidad, no es mas que una gustosa obligacion.
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Resumen

Se estudian las principales caracteristicas del genoma del virus de la he-
patitis C, en especial aquellas partes tales como el IRES por su capacidad
de unién al ribosoma de la célula, el HVR1 por su alta capacidad de
replicacion virica, asi como el sitio de unién a la PKR o el ISDR, dentro de
la proteina NS5. Se definen los conceptos de genotipo, subtipo y cuasiespecie,
y sus implicaciones en distintos aspectos tales como: 1) La patogenicidad (en
la severidad del proceso infeccioso, en las manifestaciones extrahepaticas y
en la aparicion del hepatocarcinoma); 2) En la mayor o menor sensibilidad
de las técnicas diagndsticas; 3) En la resistencia al tratamiento con interferén
(bien a través de la via NS3 o NS5, tanto a través de los cambios en PKR o
las mutaciones en ISDR), y 4) en la epidemiologia (cambios de variabilidad
geogréfica, utilizacidon de esa variabilidad como marcador epidemioldgico y
dificultad de obtencion de vacunas).

Abstract

The main characteristics of the genome of the virus of the hepatitis C is
studied, especially those such parts as the IRES for its capacity of union to
the ribosome of the cell, the HVR1 for its high capacity of viral replication,
as well as the place of union to the PKR or the ISDR, inside the protein NS5.
They are defined the genotype concepts, subtype and quasispecies, and their
implications in different such aspects as: 1) pathogenicity (in the severity of
the infectious process, in the extrahepatic manifestations and in the
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appearance of the hepatocarcinoma); 2) in the biggest or smaller sensibility
in the diagnostic techniques; 3) in the resistance to the treatment with
interferon (well through the road NS3 or NS5, so much through the changes
in PKR or the mutations in ISDR), and 4) in the epidemiology (changes of
geographical variability, use of that variability like epidemic marker and
obtaining difficulty of vaccines).

El virus de la hepatitis C fue inicialmente reconocido como el
agente productor de la hepatitis no-A, no-B, y clonado de forma
posterior (Choo 1989). Presenta una frecuente tendencia a la croni-
cidad en forma de cirrosis, hepatocarcinoma, etc., y su prevalencia
es muy elevada, calculandose el nimero de infectados entre 170 y
200 millones (Lauer 2001). Esta prevalencia varia segun los distin-
tos paises, su grado de desarrollo, e incluso las diferentes zonas y
circunstancias sanitarias dentro de un mismo pais.

Virus VHC

Como es légico, no vamos a hacer un estudio en profundidad del
virus, pero si es necesario conocer algunas de sus caracteristicas, con
la finalidad de poder entender claramente el grave problema de su
variabilidad genética (fig. 1). Es un virus ARN, de polaridad positi-
va, con 9.5 Kb, y un tamafio que oscila ente 55 y 65 nm. Tiene una
capside proteica y una envuelta, y taxondmicamente se encuentra
encuadrado en los Flavivirus, aunque hoy en dia se considera un
nuevo genero, el de los Hepacivirus. Como veremos mas adelante,
presenta una serie de genotipos, subtipos y cuasiespecies.

El genoma contiene un gran marco abierto de lectura unico (fig.
2) de aproximadamente 3000 aa, flanqueados por regiones no tra-
ducidas altamente conservadas 5’ y 3' UTR. De las dos, 5’ es la mejor
conservada, la que menos varia, con analogias superiores al 98%, y
cuya principal funcion es permitir la union del ribosoma de la cé-
lula huésped al ARN virico en la estructura conocida como IRES.

Presenta dos regiones: una estructural, y otra no estructural. La
primera es capaz de codificar las proteinas de la capside (C) y las
gp 31y 70 (E, y E,) de la envuelta. Queremos destacar que entre
estas E, y E, se encuentra la zona denominada HVR, (hipervaria-
ble) de la que hablaremos posteriormente, por su elevada facilidad
de escape al sistema inmunitario, y, por lo tanto, su capacidad de
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Virus de la Hepatitis C (VHC)

Complejs E1/E2
Identificado en 1989

Envuclia
Flavivirus
ARN (+) 9.5 kb Capside
Genotipos ARM
Subtipos
Cuasicspecies

E5-05 mm

FIGURA n.° 1.
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influencia en la aparicién de infecciones persistentes y de fracasos
terapéuticos. La segunda regién, no estructural, codifica para toda
un serie de enzimas con accion proteasa, helicasa, ARN polimerasa
ARN dependiente, etc. Dentro de esa regién, es importante resefiar
el papel de NS, y, sobre todo, NS, por presentar el sitio de union
a PKR (Proteinkinasa) y la zona ISDR (regi6on determinante de la
sensibilidad a Interferén), ambas implicadas en los fendmenos de
variabilidad y resistencia al tratamiento (fig. n°® 3). El virus tiene una
vida media de 2.5 h en sangre, con una alta produccién diaria, de
1.0x10*? en los casos de infeccion crénica (por lo tanto, superior
incluso a la del VIH).

Variabilidad genética

El concepto de cambio, de mutacidn, existe en la naturaleza
desde siempre, pero, en este sentido, los microorganismos juegan
con ventaja. Asi, mientras que para que se produzca una nueva
generacién en la especie humana se necesitan aproximadamente 30
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afos, en las bacterias ocurre cada hora, y, en los virus, se hace
todavia de forma mas rapida, sobre todo en los ARN. Ahora bien,
ipor qué se produce esta variabilidad?. Preferentemente por tres
razones:

1. Por incorporaciones erroneas de nucleétidos en los procesos
de replicacidon debido a una falta de actividad correctora en las en-
zimas que regulan el proceso (replicasas, retrotranscriptasas, etc.).

2. Por recombinaciones homoélogas entre virus con secuencias
parecidas.

3. Por recombinaciones no homaologas entre virus de secuencias
diferentes.

Todo esto quiere decir que de una célula infectada por un virus,
se pueden obtener, a lo largo del tiempo, toda una serie de geno-
mas viricos que estarian muy relacionados pero que no necesaria-
mente deben ser iguales.

Conceptos genéticos sobre el VHC

En el VHC puede haber una elevada heterogeneidad de secuen-
cias en diferentes individuos (variaciones de genotipo, subtipo y
aislado) 6 en el mismo individuo (cuasiespecies).

Segun el grado de homologia existente en sus genomas, decimos
que pertenece al mismo genotipo cuando esa homologia varia en-
tre el 66-69% (o si se quiere, difieren en un 30%); dentro de un
mismo genotipo, si el 77-80% son homadlogos, hablamos de subti-
po; dentro del subtipo, si la homologia es del 91-95%, hablamos de
aislado. Y, por fin, si la homologia es muy alta (superior al 98%),
(tabla n° 1) hablamos de cuasiespecies. Entendemos pues por cua-

Virus de la Hepatitis C

Clasificacion Molecular
Categorias Homologia (%)
* Genotipo 66-69
* Subtipo 77-80
* Aislado 91-95
* Cuasiespecies >98

TABLA Nn.° 1.
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siespecies, la existencia de genomas viricos no idénticos, pero ge-
néticamente muy cercanos, que se hallan sometidos a procesos de
variacion, combinacion y seleccion.

Por otra parte, existen diferentes grados de homologia entre las
diferentes regiones. Por ejemplo, la homologia entre E, y NS, que
va subiendo segun sean distintos genotipos, con igual genotipo y
distinto subtipo, o con igual genotipo y subtipo, pero distinto aisla-
do. Evidentemente la homologia en estos Gltimos es mas alta y, sin
embargo, en las zonas de alta replicacion de E, es mas baja.

Genotipos

VHC estaria dividido en 11 genotipos (representados por nime-
ros arabigos) y al menos 80 subtipos representados por letras como
subindices, ain cuando cada dia se describen nuevos subtipos. To-
dos ellos estarian distribuidos geograficamente segun la influencia
de una serie de factores:

1. Influencia y seleccién inmune ya que, por ejemplo, algunos
viriones tienen mutaciones en E2 que impiden la accidén de anticuer-
pos neutralizantes.

2. Los diferentes patrones de infeccion.

3. La mayor o menor capacidad o eficacia de su replicacion.

4. La posible influencia (como ocurre en el VIH), de las migra-
ciones poblacionales.

Implicaciones de la variabilidad genética del VHC

Las diferentes implicaciones de la variabilidad del VHC se pro-
ducen en: la patogenicidad, el diagnostico, los fendmenos de resis-
tencia al tratamiento, asi como en la epidemiologia del mismo (Lu-
nel, 1998).

1. Importancia en la patogenicidad
1.1. En la severidad de la infeccion:

De todos los genotipos, el 1b evoluciona mas facilmente a cirro-
sis y hepatocarcinoma (Benvegnu, 1997). Asimismo, la coinfeccion
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por muchos genotipos puede estar implicada en formas mas seve-
ras, aun cuando este hecho hay que tomarlo con extrema pruden-
cia. Algo similar ocurre en la relacién con las cuasiespecies. Por
ejemplo, se ha demostrado que la region HVR, del VHC (de alta
replicacién) contiene ciertos epitopos que podrian seleccionar mu-
tantes capaces de escapar al sistema inmune. En general, podemos
decir que existe un alto nimero de cuasiespecies en funcién de la
severidad del proceso, y que las hepatitis agudas resolutivas tienen
un numero de cuasiespecies menor que las crénicas activas (Farci,
1997).

Por otra parte, se ha comporbado (Fukuda, 2001) que en los
genotipos 1b es mas frecuente encontrar hepatitis B oculta (es de-
cir, aquélla que es ADN positiva, HBsAg negativas) y con una peor
respuesta a interferon. Igualmente estaria relacionado con hepatitis
fulminantes (Hu, 2002).

1.2. En las manifestaciones extrahepéticas:

Existen numerosos estudios que asocian la infecciéon VHC con,
especialmente, la crioglobulinemia (Agnello, 1997), aun cuando no
es bien conocida su relacion con los diferentes genotipos. En cual-
quier caso, una alta variabilidad podria se responsable de ciertas
manifestaciones autoinmunes como la citada crioglobulinemia, los
autoanticuerpos y los complejos inmunes.

1.3. En la aparicién del Hepatocarcinoma (HCC):

Como ya sabemos, un altisimo porcentaje de individuos infecta-
dos por VHC evoluciona a hepatitis cronica, y hepatocarcinoma.

La PKR (proteina mayor inducida por Interferén), se considera
un gen supresor de tumores, controlador de la homeostasis y del
crecimiento celular. En ciertas condiciones, la interaccion de PKR
con la zona NS, del virus conlleva su inactivacion, lo que facilita-
ria el desarrollo del hepatocarcinoma (figura n° 4). Esto ocurre pre-
ferentemente en el genotipo 1b, pero también se ha estudiado en
otros genotipos. Por otra parte, la expresion de otra region de VHC
en determinadas lineas celulares, la NS,, han inducido tumores en
algunos modelos experimentales.

Estos hechos, unidos a los de Chang (1998) que publicé la posi-
ble relacidon entre las proteinas del core y la transformacion en ce-
lular de roedores, asi como las de Marusawa (1999) en el que di-
chas proteinas conferirian a las células infectadas un aumento de
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resistencia frente a los fendbmenos de apoptosis, llevaron a compro-
bar la existencia de mutaciones en zonas mas especificas. En este
momento, existen varios grupos que presentan incluso diferencias
notables en sus resultados. El grupo mas antiguo, encabezado por
Shimizu (1997), encontré diferencias significativas entre individuos
con HCC y no HCC en relacidon a la aparicion de mutaciones en la
region hidrofilica situada entre los aminoacidos 39-76. Otro grupo,
encabezado por Ruster (1956), encuentra mutaciones cerca de la
region N terminal y, por el contrario, Giménez Barcons (2001) no
encuentra diferencias significativas estudiando los 80 residuos ter-
minales de esa misma regidon N terminal, hecho también encontra-
do por Ogata este mismo afio (2002).

Por otra parte, el mismo Ogata, estudiando otras regiones (ami-
noacidos 1-20 y 141-160), si encuentra diferencias claras, sugirien-
do incluso que el hecho de encontrarlas tanto en tejidos cancero-
s0s como no cancerosos implicaria que su desarrollo podria ser
anterior a la aparicion del hepatocarcinoma. El estudio de las otras
regiones del core presentd algunas mutaciones, pero sin caracter
significativo.
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Para finalizar este apartado, es necesario comentar algunos de
los ultimos y mas recientes avances en el campo de la variabilidad
entre individuos con HCC y no HCC.

En el afio 2001, Xu describid la existencia de una proteina, F,
que es un producto del “frame-shift” de algunas cepas 1b en la zona
del core y cerca del codén 11. Pues bien, Ogata (2002), estudiando
esta proteina, no encontrd diferencias significativas, aun cuando si
destaca la existencia de un mayor niumero de mutaciones. Por otra
parte, Horie (1995-1997), encontré diferencias en el estudio del co-
dén 45, de tal forma que los individuos con HCC tendrian una gli-
cina, mientras que los no HCC tendrian una serina, y nuevamente
Sahoshi Ogata (2002) insiste en que en dicho codon 45, la glicina
estuvo conservada en todos los aislados.

2. Importancia en el diagnéstico

La mayoria de las técnicas utilizadas como screening se fabrican
a partir de proteinas del genotipo 1, por lo que esto puede repre-
sentar una falta de sensibilidad. Por otra parte, los tests molecula-
res, sobre todo los de cuantificacion virica pueden asimismo verse
influenciados por los genotipos. Esto se ha visto en algunos kits
como el DNA-b o el Monitor (Hawkins, 1997).

3. Importancia en el tratamiento

La respuesta a IF estd claramente ligada al genotipo, de tal
manera que los del genotipo 1 responden peor que los del 2 y 3.
En cambio, el papel de los subtipos es menos claro. El por qué se
produce este fendbmeno se puede explicar por distintos mecanismos:

3.1. Via NS

Segun vemos en la fig. n° 4, la PKR es una proteina que ade-
maés de ser supresora de tumores, es capaz también de bloquear la
expresion de los genes viricos. La interaccion de PKR con la region
NS.-A puede inhibir la autofosforilizacion de dicha enzima y, secun-
dariamente, su actividad kinasa. Existe, pues una interaccion entre
la proteina NS.-A de los genotipos la y 1b, y el sitio catalitico de
PKR, siendo éste el primer mecanismo descrito por el que el virus
podria hacerse resistente al interferdn.
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Por otra parte, ya Enamoto (1996) publico el incremento de
mutaciones en una region NS.-A denominada ISDR, preferentemente
situada entre los aminoéacidos 2209-2248 en los aislados de indivi-
duos 1b (malos respondedores), y que el estudio de ISRD podria
permitir predecir el tipo de respuesta. En esta misma linea se en-
cuentra Sarrazin (2002) gue en un reciente trabajo encontré que el
principal foco de mutaciones relacionadas con la respuesta al inter-
feron se encontraba en las regiones 2350-2390.

En cualquiera de los casos, creemos importante resefiar que por
la simple cuenta de mutaciones es dificil establecer una relacion
completa con la respuesta, porque la observacién de acumulos de
mutaciones varia segun el namero de regiones del genoma que ha-
yan sido estudiadas.

3.2. Via NS;:

Muy recientemente, Lam (2003), estudiando la region NS, (con
accion ATPasa helicasa), ha encontrado en individuos infectados tres
tipos de clones (fig. n° 5) procedentes, del genotipo 2a (buenos res-
pondedores) y de los 1a y 1b (no respondedores). Pues bien, aun-
que la diferencia de secuencias entre todos los genotipos era muy

Papel de NS3 en el tratamiento

Respondedores 2a

/ N\

Residuo 450: Isoleucina

NS3

{ATPasa/helicasa) \

Mo respondedores 1a v 1b

~

Residuo 450: Treonina

FIGURA Nn.° 5.
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pequefia (alrededor del 15%), existia una variacion clara en el resi-
duo 450 que condicionaba la respuesta al tratamiento. En el caso
de los respondedores, el aminoacido era una isolecucina y en el de
los no respondedores, una treonina.

4. Epidemiologia

4.1. Variabilidad geografica:

La historia de la epidemiologia del VHC esta basada en la tasa
de cambio de sus secuencias nucleotidicas, y segun ciertos autores
(Smith, 1997) y a partir de modelos matematicos, el primer ances-
tro comun del VHC se remontaria a mas de 2000 afos. La diver-
gencia de genotipos seria desde hace 500 afios y las diferencias entra
la y 1b se remontarian a 300 afios. En este momento existe una
gran divergencia geografica que se explicaria por los movimientos
poblacionales, la existencia de la drogadiccion y la contaminacion
por transfusiones sanguineas.

La distribucion mundial de genotipos es muy variada segun los
diferentes paises siendo el 1, 2 y 3 los responsables de la mayoria
de las hepatitis en Europa Occidental, USA y Japon. El 4 es mas
frecuente en Africa del Norte, Central y Medio Oriente. El 5 predo-
mina en Africa del Sur, y del 6 al 11 en el Sudeste Asiatico. En
Espafa, igualmente puede haber diferencias, aun cuando el mas
frecuente sigue siendo el 1b (Alonso 1997, Touceda 2000, Sola 2002,
Rubio 2001, Bover 2001), dependiendo también de los grupos de
riesgo. En un estudio de nuestro Departamento (del cual presenta-
mos algunos datos en una comunicacidén anterior) encontramos un
26% del la (preferentemente en adictos a drogas por via parente-
ral), 59% del 1b, 9% del 3a, 1% del 4a y un 7% mixtos. Algo simi-
lar ocurre cuando lo estudiamos en individuos VIH (la mayoria
drogadictos) en los que existe una gran diferencia respecto al gru-
po control (p< 0.01) a costa de una menor presencia de 1b. Estos
individuos 1b fueron mas virémicos y con un grado mas severo de
hepatitis crénica (Garcia 1996, Maroto 2001).

4.2. Los genotipos como trazadores epidemioldgicos:

El estudio de los genotipos puede ser util para el control de
migraciones o del comercio de productos sanguineos, pero en am-
bos casos este tipo de estudio es poco determinante para analizar
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la transmisién entre individuos o para comprobar una contamina-
cion por la misma cepa. Para eso son necesarios estudios filogené-
ticos mas profundos a partir de diferentes regiones (HVR1-E2), lo
que nos permitiria conocer la transmision nosocomial, sexual o
materno-filial.

4.3. Vacunaciones:

La gran variabilidad del VHC hace muy dificil la puesta a pun-
to de un vacuna util. Segun diferentes estudios hechos en chimpan-
cés, existen anticuerpos neutralizantes so6lo especificos de cepa, por
lo que seria necesario hacer “sopas” (Lunel, 1997) de antigenos que
pertenecieran a diferentes cepas. Otra dificultad afadida seria la
ausencia de un modelo animal (fuera del chimpancé), asi como de
sistemas eficaces de cultivo. No obstante, existen diferentes lineas
de investigacion abiertas utilizando proteinas de distintas zonas del
core y vehiculizadas incluso por otros virus (Ezello, 2002).

Conclusiones

Como hemos podido comprobar, existe en el VHC una gran va-
riabilidad genética, pero también existe una gran variabilidad de
criterios en la forma de estudiarla, asi como en su interpretacion.
Por lo tanto, es dificil establecer unos parametros que relacionen
dicha variabilidad con la evolucion del proceso clinico y la mejor o
peor respuesta al tratamiento..

Las razones a todo esto son muy variadas, pero se podrian re-
sumir en tres:

1. En primer lugar, la diferente metodologia empleada por los
diferentes autores, ya que no es lo mismo manejar técnicas de
amplificacion de la polimerasa (PCR), técnicas de hibridacion o téc-
nicas de secuenciacién. Por ejemplo, nosotros, comparando las dos
ultimas, encontramos una total concordancia para la determinacién
de genotipos, pero con peores resultados en el caso de la hibrida-
cion para subtipos, ya que esta técnica no era capaz de discriminar
el 100% de los casos.

2. Las diferentes zonas del genoma estudiadas.

3. Las diferentes muestras de las cuales podemos partir para el
estudio. Por ejemplo, en suero se encuentran casos positivos con
menor frecuencia que en higado, no guardando muchas veces un
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paralelismo claro entre ellos, en el propio higado, o en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). En este momento se
piensa que precisamente estos ultimos pueden comportarse como
reservorios para las variantes que han desaparecido del higado como
consecuencia de la presién del sistema inmune.
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INTERVENCIONES
Prof. Dominguez Carmona

Me viene a la memoria, después de escuchar la masgnifica con-
ferencia de la Profesora Maroto, aquello de los Reyes Catélicos que
todos Vds. conocen: «Tanto monta monta tanto Mari Carmen como
Gonzalo». No pensaba intervenir, pues entre lo mucho que ignoro,
la genética de los virus ocupa un lugar importante. Sin embargo,
mientras escuchaba el cerebro daba vueltas al tema. Cuando se
determina el genotipo de un virus que se ha aislado de un enfer-
mo, sea el VHC o el VIH, etc., hay que tener en cuenta que junto
al aislado hay otros muchos que, por su escasa prevalencia, han
tenido pocas probabilidades de haberse aislado y la enfermedad se
ha podido producir por todos ellos, pero es posible que alguna de
las variantes, aunque sean irrelevantes para el desarrollo del cuadro.
En rigor no habria un solo genotipo al que se pueda atribuir la
enfermedad, sino a una pléyade de variantes de los mismos, cada
uno de los cuales tiene una proporcion en el conjunto de esos vi-
rus. Naturalmente, la aparicién de mutantes y recombinaciones no
quiere decir que se mantengan, pues, como nos acaba de explicar,
hay diversos mecanismos, especialmente la seleccidon natural que
solo deja unos pocos; pero sigo con mi pensamiento. Si, coOmo nos
ha dicho, el VHC produce al dia unas 3.000 variantes, al menos
podemos presumir que queden tres o cuatro, etc. y al segundo dia
otras 3.000 variantes mas las procedentes de aquellos 3 6 4 que
quedaron del primer dia, y asi sucesivamente. Cuando se identifica
el genoma del virus causal, la probabilidad mayor es que se anali-
ce el méas prevalente, pero eso no excluye la existencia de los de-
mas. Por lo tanto, creo que es un salto psicolégico en la asignacion
patogénica de una determinada secuencia un efecto dado como
pudiera ser la hepatocancerogénesis, basdndose en la asociacion de
la variante principal con la presentacidon de la enfermedad, pues bien
pudiera ocurrir que la causa fuera una o varias secuencias de las
variantes genotipicas minoritarias. La importancia de estas varian-
tes excede la propia patogenia, pues a ellas pudiera deberse la emer-
gencia de nuevos virus patdgenos como la reciente epidemia de gripe
aviar y sobre todo el agente del SARS. En el caso del hepatocarci-
noma habria que determinar el genotipo de las cepas aisladas del
propio tumor. Reitero nuevamente su admiracién y mi felicitacion.
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Prof. Rey Calero

La Profesora Maroto nos trae un importante tema, como son
diversos aspectos de la infeccién por VHC, y lo ha hecho con gran
precision y maestria, por lo que merece la mas entusiastica felici-
tacion.

Ha aborado un serio problema que afecta a mas de 200 M de
infectados, y, de acuerdo con las ultimas reuniones de hepato6logos,
1 M estan infestados en nuestro pais y mas de 5 M en Europa, sobre
todo en las zonas del sur y del este.

Se incluye este virus monocatenario, +RNA, dento de la gran
familia de los Flavivirus, en la que se describen los géneros Flavivi-
rus, que les da nombre por pertenecer el virus de la fiebre amarilla
(flavus), junto con los 4 del dengue, encefalitis japonica, etc. El 2.°
género descrito son los pestivirus, en los que destaca el BVD (Bovi-
ne Virus Diarrhea), que causa diarreas y neumonias en los terneros
y ganado vacuno, temibles en estas explotacionews ganaderas. El 3.
género lo constituyen los VHC (Hepacivirus), con caracteristicas de
ambos, pero con propiedades especificas, de las que nos ha ilustra-
do excelentemente la Prof. Maroto.

La principal via de contagio en éstos son las transfusiones, los
drogadictos UDVP; también se ha de considerar como una ETS, etc.
Los UDVP, como suelen utilizar las drogas compartiendo jeringas y
la promiscuidad, facilitan pues el intercambio de estos virus. Los
tipos y subtipos con los que se infectan pueden ser varios, los mas
frecuentes desde el punto de vista epidemioldgico, como nos ha
indicado, son el 1b, 1a, 2a, 4a. Este es muy frecuente en Egipto. El
que una persona pueda ser infectada por distintos subtipos, aparte
de las «cuasiespecies» que nos ha descrito, ya nos habla de las di-
ficultades para conseguir el control inmunolégico mediante vacunas.

El tratamiento con dosis ajustadas al peso con peginterferén y
ribavirina han conseguido que se incremente la esperanza de vida en
unos 4,7 afios. Como indicaba que la vacuna esta a largo plazo, que-
ria comentarle las esperanzas puestas en los trabajos de Richardson
y su equipo de oncologia de Toronto, provocando la apoptosis de las
células hepéticas infestadas con VHC. Utilizan ratones quimeras con
hepatocitos analogos a los humanos, susceptibles de ser atacados por
VHC que degradan las proteasas. Mediante adenovirus consiguen in-
troducir en dichas células infestadas el precursor BID que presenta un
area de identificacion con la proteasa del VHC, produciendo la apop-
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tosis en estas células infestadas y no en las normales, con lo que des-
ciende la carga viral. Asi, pues, esta terapia génica de los trabajos
experimentales podré abrir nuevas perspectivas a considerar en el
futuro. Reitero, pues, mi felicitacion cordial por tan importante y
sugerente comunicacion. Enhorabuena.

Profesor Espinds Pérez

La Prof. Maroto es siempre exhaustiva en sus comunicaciones;
hoy lo ha sido también. Le felicito.

Es un tema de gran complejidad y ha quedado claro que se re-
quiere mucho estudio e investigacion hasta poder encontrar una
solucion adecuada. También ha quedado claro que en la actualidad
el panorama de la hepatitis C es sombrio.

Es evidente que el subgrupo 1 B del virus es de peor pronosti-
co. También es cierto que en Espafia este subgrupo es el més fre-
cuente. La Prof. Maroto lo ha encontrado en el 57 % de una pobla-
cion de reclusos, entre los que la drogadiccién es muy frecuente.
¢Qué papel puede tener este colectivo en el hecho de que entre la
poblacién general, no reclusos, el subgrupo 1B es también el mas
frecuente? No podemos olvidar que hay un namero de enfermos con
hepatitis C en los que no se evidencia ninguna fuente de contagio.

¢Qué subtipo es el que con mayor frecuencia produce manifes-
taciones extrahepaticas?

¢(Es posible en la clinica la valoracién de la Pk9 para conocer la
posible respuesta al interferéon?

Parece evidente que la gran variabilidad del virus de la hepatitis
C hace imposible la obtencién de vacunas; asi lo ha sefialado la Prof.
Maroto. Quiero sefialar que hace unas pocas semanas aparecio en
la prensa médica, prensa de divulgacion, una noticia en la que se
seflalaba que un grupo de investigadores disponia ya de una vacu-
nacién eficaz que muy pronto estaria en el mercado. Parecia eviden-
te que una industria farmacéutica apoyaba esta investigacion. ¢Tie-
ne Vd. conocimiento de esto? Segun lo que acabamos de oir, no
parece que sea cierta esta noticia. (No cree que esta noticia puede
crear falsas esperanzas? (Cree Vd. que se deberia ser mas estrictos
en publicar afirmaciones como éstas? ;Cree Vd. que deberia haber
una «ética» de la informacién?

Le agradezco mucho esta interesante comunicacion.
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CONTESTACION
Al Prof. Dominguez Carmona

El Prof. Dominguez Carmona tiene razén en sus divagaciones de
la gran capacidad de diversificacion del VHC. Pero no es lo mismo
hablar de genotipos, de subtipos o de cuasiespecies. Es decir, que
cuando yo decia que un virus parental puede dar lugar a una gran
variabilidad en un mismo dia y en un mismo individuo, me estoy
refiriendo a cuasiespecies y, por supuesto, no hablo en absoluto de
genotipos y de subtipos,. En uno de los momentos, ponia una dia-
positiva en la que decia que en el caso de las cuasiespecies habia
una homologia de méas del 98 %, es decir, que la diversidad entre
ellas es muy pequefia, siendo la mayoria de esas particulas recepti-
vas. El problema es poder estudiarlas correctamente y aun cuando
hoy en dia disponemos de técnicas muy sensibles como las de He-
teroduplex Mobility Assay (HMA), las de SCP, las de restriccion de
fragmentos de las endonucleasas o las de secuenciacién, realmente
sigue siendo un tema complejo.

Tal como dice el Prof. Dominguez Carmona, su capacidad de
mutacion hace que crezcan de una forma importante, pero no ex-
ponencial (como haria, por ejemplo, Escheridia coli), ya que el he-
cho de la existencia o la carencia de determinados enzimas, hace
que en alguna manera exista un determinado control. Aun asi, en
estos individuos existe una gran variabilidad de cuasiespecies.

Por dltimo, quiero dar las gracias a todos los Sefiores Acadéemi-
cos que han intervenido, por sus carifiosas felicitaciones, asi como
por sus aportaciones que, como siempre, han sido muy valiosas.

Al Prof. Rey Calero

El Prof. Rey Calero, ademas de hacer un magnifico repaso a todo
el tema del VHC sobre el que nosotros no hemos querido entrar por
su magnitud, nos habla de los principales genotipos. Indudablemen-
te, como él sefiala, el mas frecuente en nuestro pais es el 1b, pero
tenemos otra serie de ellos como el 4a, el 2, 3 e incluso mixtos y
dependientes ademas del grupo de riesgo, ya que en el caso de los
drogadictos es muy frecuente el la.

Igualmente nos habla de un experimento en Toronto provocando
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apoptosis en las células infectadas. Algo parecido hicimos hace unos
afios en nuestro Departamento en leucocitos de individuos VIH e in-
dividuos controles, mediante procesos de estimulacion con fitohema-
glutinina y concavalina para estudiar, por tinciéon, fendmenos de
apoptosis. Los resultados obtenidos en ambos grupos eran totalmente
diferentes, lo cual nos hizo pensar en su posible papel en determina-
dos procesos infecciosos. Es probable que también lo juegue en el
VHC, pero todavia necesita un mayor estudio en profundidad.

Debido a todo ello, y ya que los tratamientos actuales con Inter-
ferén pegilado y Ribavirina no son efectivos en todos los casos, in-
dudablemente el camino de la apoptosis es una via fisiologica de
actuacion, pero mas dificil desde el punto de vista terapéutico. A mi
personalmente me gustaria que me siguieran buscando otras vias
maés directas, como ocurrié en el tema del VIH.

Al Prof. Espinds Pérez

El Prof. Espinds, como siempre, ha planteado una serie de pre-
guntas muy inteligentes. En primer lugar, el papel jugado por los
drogadictos. Indudablemente, la forma de transmision parenteral,
como ocurre con las transfusiones, sigue siendo, al igual que en el
VIH, una forma clara de transmisién y de difusion. El problema
principal de la infeccion VHC, como sefiala muy bien el Prof. Espi-
noés, es que existe un amplio colectivo de enfermos con hepatitis C
en los que no se evidencia cudl fue la fuente de contagio. No debe-
mos olvidar, por otra parte, su posible transmisién sexual, aunque
ésta sea mucho menor que en el caso del virus B o del VIH.

El estudio del papel de PKR en la posible respuesta al Interfe-
ron, asi como el de la regidon ISDR (Region Determinante de la
Sensibilidad al Interfer6n) es una via de investigacién abierta con
muchas posibilidades tal y como ya he resefiado, pero que, en este
momento, no forma parte de una rutina diaria que se pueda utili-
zar en la clinica.

Por ultimo, en relaciéon a las vacunas, veo dificil, a pesar de las
numerosas lineas abiertas, una viabilidad a corto plazo por los
multiples problemas que conlleva el VHC (imposibilidad de cultivo,
gran variabilidad genética, ausencia de buenos animales de experi-
mentacion, etc.). Por eso creo que las multiples noticias que nos
llegan a través de los medios de comunicacion pueden crear, como
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dice el Prof. Espinés, falsas esperanzas. Estoy de acuerdo en que se
deberia ser mas estricto y mantener un mayor rigor cientifico en
todo tipo de informacién al publico en general.

PALABRAS FINALES DEL PRESIDENTE

Hemos tenido hoy una gran sesion de actualizacion microbiol6-
gica. Felicito a los dos ponentes. Son unos aspectos que en la cli-
nica nos interesan muchisimo a los que hemos ejercido y ejercemos
la medicina, las infecciones urinarias son de una reiteracién pero
poco a poco se va aclarando el por qué se reiteran, como muy bien
nos ha demostrado el Prof. Piédrola. EI multiple campo de las ade-
sinas, su relacién con las mutaciones que hay a nivel del E. coli, de
enterococos, de proteus, que son de las mas frecuentes infecciones
urinarias que tenemos que tratar los clinicos en su reiteracion, abren
nuevas perspectivas, que al final de ellas el tratamiento quimioan-
tibidtico tendra, sin duda, refuerzo importante.

Debo aprovechar este momento para agradecer a estos especia-
listas microbidlogos, que dejais, como se decia clasicamente, vues-
tras pestafias en el trabajo asiduo de ver cdmo se hace mas impor-
tante la lucha antimicrobiana; vuestro esfuerzo, vuestro trabajo,
vuestro interés y lo mucho que aclarais en los aspectos de la pato-
logia general y de la terapéutica en las infecciones humanas.

La Dra. Maroto se dedica al estudio de la gran variabilidad de
los virus, que explica la distinta gravedad en la clinica de las infec-
ciones virales, que son mu distintas de una a otra persona. Los cli-
nicos lo achacamos al condicionamiento patogénico de las personas,
la disminucion de las respuestas, las enfermedades asociadas a la
diabetes... En esa variabilidad de los virus sin duda existe un alto
porcentaje de motivos de la gravedad diversa de las infecciones vi-
rales. En eso radica, creo yo, el misterio de esa distinta variabili-
dad; una gripe es muy distinta de un enfermo a otro, de un her-
mano a otro hermano sometidos al mismo momento del contagio.
Posiblemente, por esta via del estudio de la variabilidad en los as-
pectos mas importantes de la profunda microbiologia y de la viro-
logia podran entreabrirse muchas de las incognitas o de los cami-
nos futuros. Variabilidad de los virus que desde luego explican, en
el virus de la hepatitis C, las alteraciones muy diversas de uno a otro
enfermo en los problemas extrahepaticos, en la infeccién, que nos
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sorprende a los clinicos, cual es esa variabilidad clinica; ahi esta la
respuesta, la variabilidad que vosotros estudiais en el profundo
mundo de los virus, es también cuando infectan al hombre, respon-
sable por mecanismos no conocidos todavia bien, de la distinta gra-
vedad de las infecciones por el virus C.

Y no digamos ya el misterio en el por qué el virus VHC con su
variabilidad genética, por qué mecanismos se genera en algunos una
cronicidad tremenda; otros una remisiéon menos frecuente de la que
deseamos los clinicos, y en otros, el hepatocarcinoma. El problema
de la génesis de hepatocarcinoma infectado por el virus C sigue sien-
do un gran problema. Os estéis acercando mucho al por qué de esas
cosas; son problemas graves que con vuestro estudio, con vuestra
dedicacion, con vuestro esfuerzo se estdn aclarando. Gracias a vo-
sotros, gracias al mundo de la microbiologia, gracias a los micro-
bidlogos como entonces y ahora se siguen aclarando problemas de
la patologia humana.

Se levanta la sesion.



